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高效液相色谱法测定母乳中唾液酸含量
陈海娇，王 萍，陈 越，李红卫 *
(厦门大学医学院预防医学系，福建 厦门      361005)
摘   要：建立荧光高效液相色谱(fluorescence detector-high performance liquid chromatography，HPLC-FLD)测定母乳中
唾液酸 N-乙酰神经氨酸(N-acetylneuraminic acid，Neu5Ac)和 N-羟乙酰神经氨酸(N-glycolyl neuraminic acid，Neu5Gc)
含量的分析方法。利用酸水解法释放出母乳中的唾液酸，以 4,5- 亚甲二氧基 -1,2- 邻苯二胺盐(4,5-methylenedioxy-1,
2-phenylenediamine dihydrochloride，DMB)为衍生化试剂，50℃避光衍生 150min，采用荧光高效液相色谱仪检测。
色谱条件：LiChrosorb RP-18 柱(250mm × 4mm，5μm)，流动相为甲醇 - 乙腈 - 超纯水(7:8:85)，流速 0.9mL/min，
进样体积 10μL，柱温 30℃，荧光检测器激发波长 373nm，发射波长 448nm。结果表明：唾液酸在 50～400μmol/L
范围内与唾液酸峰面积的线性关系良好，平均回收率为 94.0%，精密度的相对标准偏差(relative standard deviation，
RSD)为 0.4%，稳定性RSD 为 1.0%，重复性RSD 为 0.8%，Neu5Ac 的最低检出限为 0.02μmol/L，Neu5Gc 的最低
检出限位 0 .03μmol/L。该方法简单、重复性好、灵敏度高，可广泛用于奶粉、牛奶及母乳中唾液酸含量测定。
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Determination of Total Sialic Acid Content in Human Milk by HPLC-FLD
CHEN Hai-jiao，WANG Ping，CHEN Yue，LI Hong-wei*
(Department of Preventive Medicine, Medical College, Xiamen University, Xiamen      361005, China)
Abstract ：An analytical method was developed for determining total content of sialic acids including N-acetylneuraminic acid
(Neu5Ac) and N-glycolyl neuraminic acid (Neu5Gc) in human milk. Sialic acid in human milk was released by acid hydrolysis,
and derivatized with 4,5-methylenedioxy-1,2-phenylenediamine dihydrochloride at 50 ℃ for 150 min in a dark environment. The
separation of sialic acid was achieved on LiChrosorb RP-18 column (250 mm × 4 mm, 5μm) using methanol-acetonitrile-water
(7:8:85) as the mobile phase at a flow rate of 0.9 mL/min. Injection volume and column temperature were set at 10μL and
30 ℃, respectively. The fluorescence excitation and emission wavelengths were 373 nm and 448 nm, respectively. The results
showed that the linear range of sialic acid was 50－400μmol/L. The average recovery rate was 94.0%. The precision, stability
and repeatability RSDs were 0.4%, 1.0% and 0.8%, respectively. The limits of detection were 0.02μmol/L for Neu5Ac and
0.03μmol/L for Neu5Gc. Therefore, this developed method is characteristics of simple operation, and high reproducibility and
sensitivity. It can be widely applied to determine total content of sialic acid in infant formula, cow milk and human milk.
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图 2 Neu5Gc 的结构



















图 1 Neu5Ac 的结构

























Neu5Gc 标准品    美国 Sigma 公司；甲醇与乙腈均为色
谱纯    韩国 SK Chemical 公司；硫酸、三氟乙酸、三
氯乙酸、冰醋酸、亚硫酸钠、硫代硫酸钠、2 - 巯基
乙醇(均为分析纯)    国药集团化学试剂有限公司。
1.2 仪器与设备
Agilent-1200型HPLC仪(带荧光检测器)    美国Agilent
公司；色谱柱：LiChrosorb RP-18 柱(250mm × 4mm，
5μm)    德国默克公司；0.22μm 微孔滤膜    上海楚定分
析仪器有限公司；超速冷冻离心机    美国 Sigma 公司。
1.3 色谱检测条件
色谱柱：LiChrosorb RP-18柱(250mm×4mm，5μm)，
柱温 3 0℃；荧光检测器激发波长 3 7 3 n m，发射波长
448nm；流动相为甲醇 - 乙腈 - 超纯水(7:8:85)；流速为
0.9mL/min；进样体积 10μL。
DMB 衍生液：8mmol/L DMB，1.5mol/L 冰醋酸，
0.25mol/L 硫代硫酸钠，0.25mol/L 亚硫酸钠，0.8mmol/L
2 - 巯基乙醇。






10% 的三氯乙酸溶液沉淀蛋白，混匀后冰浴 10 min，
再离心 30min，将上清液移入新的离心管，于沉淀中
加入 500μL 冷的 5% 的三氯乙酸洗涤，混匀后在 4℃、
3000r/min 离心 30min，吸取上清液到第 1 次的上清中，
即合并两次上清液。合并的上清液加入等体积 0.1mol/L
三氟乙酸 80℃水解 30min，取出后冷却, 经 0.22μm 滤膜




于 1.4.1 节处理后的沉淀中加入 2mL(0.05mol/L)硫
酸，80℃水解 120min，取出后冷却, 经 0.22μm 滤膜过
















DMB 衍生液衍生生成 DMB 衍生物[14](图 3)，该衍生物经












图 4 Neu5Ac 和 Neu5Gc 标准色谱图









































图 5  母乳中游离的唾液酸和低聚糖结合唾液酸色谱图

















































图 6  母乳中蛋白结合唾液酸色谱图











































Neu5Ac/μL Neu5Gc/μL 超纯水 /μL DMB/μL
Neu5Ac 浓 Neu5Gc 浓
度 /(μmol/L) 度 /(μmol/L)
5 5 80 10 50 50
10 10 70 10 100 100
20 20 50 10 200 200
30 30 30 10 300 300
40 40 10 10 400 400
表 1  唾液酸标准曲线数据
Table 1   Data for preparing standard curve of sialic acid
图 7 Neu5Ac 与 Neu5Gc 唾液酸含量标准曲线图

































粉末，分别溶解于 100mL 超纯水中，配成 1mmol/L 的
Neu5Ac 和 1mmol/L 的 Neu5Gc 标准品溶液。分别取浓度
为 1mmol/L 的两种标液 5、10、20、30、40μL 按照
表 1 配成待衍生的混合液，50℃衍生 150min 后 HPLC 检
测，不同浓度标准品进样 2 次。以 2 次峰面积的平均值
图 3  N e u 5 A c 和 D M B 的衍生化原理
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为横坐标，标准品的浓度为纵坐标绘制标准曲线，计
算标准曲线方程，如图 7，标准品在 50～400μmol/L 浓
度范围内，与峰面积的线性关系较好。
2.4 回收率实验
取 3 份初乳，加入一定量的Neu5Ac 标准品溶液，与
样品同样实验方法测定唾液酸总量，回收率见表 2。平均
回收率为 94.0%，表明样品处理过程中Neu5Ac 损失较少。
样品 原始质量 添加质量 最后质量 回收 平均回
号 浓度 /(mg/L) 浓度 /(mg/L) 浓度 /(mg/L) 率 /% 收率 /%
1 2032 2000 3932 95.0
2 1900 2000 3760 93.0 94.0
3 1809 2000 3689 94.0
表 2 H P L C - F L D 法测定唾液酸的回收率
Table 2   Spike recovery rates of sialic acid in human colostrum
determined by HPLC-FLD
2.5 精密度实验
取 200μmol/L Neu5Ac 标准品溶液，衍生后重复进




取同一份样品溶液，分别于其衍生后 0 、1 、2 、
4、6、8、10h 测定其峰面积，得峰面积分别为 9726、
9723、9625、9820、9539、9623 和 9568，计算得 RSD
为 1.0%，表明该样品衍生后在 10h 内稳定。
2.7 重复性实验
分别量取同一个人的初乳，共 6 份，按样品溶液
的处理方法处理后进样，得 6 个峰面积分别为 74 56、
7436、7320、7459、7468 和 7489，计算得 RSD 为
0 .8 %，表明该方法重复性良好。
2.8 最低检出限实验
取 Neu5Ac 和 Neu5Gc 标准品溶液，加水倍比稀释，
按照标准品处理方法测定，直至被测标准品浓度所对应
信噪比为 3，按公式 D1=3NW/A 计算最低检测限(D1 为最




















分别是 0.12、0.20mmol/L 和 0.06mmol/L，重复性 RSD分
别为 4.5%，3.1%和4.0%[16]，而本方法中Neu5Ac的最低检出
限为 0.02μmol/L，Neu5Gc 的最低检出限为 0.03μmol/L，
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